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Apstrakt
Uvod/Cilj. Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih
sudova iz postojeće vaskularne mreže. U radu je ispitivan
značaj tumorski indukovane angiogeneze kod 120 invaziv-
nih karcinoma duktusa dojke određivanjem korelacije sa
standardnim kliničko-patološkim prognostičkim faktorima i
faktorima metastatskog potencijala karcinoma dojke, kao i
ispitivanjem korelacije angiogeneze sa novijim biomarkeri-
ma prognoze i potencijalnim prognostičkim faktorima.
Metode. Identifikacija krvnih sudova vršena je imunohisto-
hemijski, uz primarno antitelo faktor VIII. Angiogeneza je
procenjivana kvantitativno, brojanjem krvnih sudova na in-
vazivnom rubu infiltrativnog karcinoma duktusa dojke. Na
osnovu broja novoformiranih krvnih sudova (BKS), svi slu-
čajevi su podeljeni u grupu sa malim prosečnim BKS i gru-
pu sa velikim BKS. Ekspresija estrogenskih i progesteron-
skih receptora, p53 i c-erbB-2 proteina određivana je semik-
vantitativno, nakon imunohistohemijske vizualizacije koriš-
ćenjem specifičnih primarnih antitela. Rezultati. Stepen
tumorski indukovane angiogeneze je pozitivno korelisao sa
veličinom tumora, histološkim gradusom, kao i ekspresijom
c-erbB-2 proteina. Stepen ekspresije hormonskih receptora i
p53 proteina nije bio u korelaciji sa nivoom tumorski indu-
kovane angiogeneze. U grupi hipervaskularnih tumora stati-
stički značajno su bili brojniji karcinomi dojke sa prisutnim
metastazama u limfnim čvorovima. Zaključak. Visok nivo
angiogeneze u invazivnom karcinomu duktusa dojke može
da ukaže na agresivniji tumorski fenotip. Određivanje ste-
pena angiogeneze uz druge prognostičke i prediktivne bio-
markere u karcinomu dojke može da pomogne pri optimal-
nom izboru terapije prilagođene svakoj bolesnici.
Ključne reči:
dojka, neoplazme; dojka, karcinom duktusa;
neovaskularizacija, patološka; imunohistohemija;
prognoza.
Abstract
Background/Aim. Angiogenesis is the formation of new
vessels from preexisting ones. The aim of our study was to
determine  the relevance of tumor-induced angiogenesis,
its correlation with some of the commonly used clinical,
pathological factors and the recent biological indicators,
and metastatic potential of the tumor in a series of 120
patients with invasive ductal carcinoma of the breast.
Methods. The identification of microvessels was per-
formed immunohistochemically with factor VIII-related
antigen. The microvessel count (MVC) was assessed at the
invasive front of each carcinoma. The cases were divided
into high-and low-microvessel density groups according to
an average number of microvessels found in the multiple
fields of the most vessel-dense part of each tumor. The
nuclear immunohistochemical staining for hormone re-
ceptors, and the p53, and the membranous staining for c-
erbB-2 were evalueted. Results. There were significant
correlations between a high MVC and a large tumor size,
high histological grade, and c-erbB-2 protein overexpres-
sion. There was no association between tumor angiogene-
sis, as assessed by the MVC, and the hormone receptors
status, and the p53 protein expression. In the cases with a
high MVC, there was a significant number of tumors with
lymph node metastases. Conclusion. Our findings
showed that a high MVC might point out an aggressive
tumor phenotype.  This might help to stratify patients for
an appropriate therapy on an individual basis and, thus, of-
fer the possibility of a more effectively tailored treatment
program.
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Uvod
Karcinom dojke je bolest koja se odlikuje različitim kli-
ničkim ispoljavanjem. Klasični prognostički faktori, kao što su
veličina tumora, zahvaćenost regionalnih limfnih čvorova, hi-
stološki gradus, histološki tip, peritumorska vaskularna inva-
zija i starosno doba, imaju jasno ustanovljen značaj u određi-
vanju terapijskog pristupa za bolesnice sa karcinomom dojke.
Ipak, oni ne omogućavaju zadovoljavajuću postoperativnu in-
dividualizaciju tretmana. U cilju identifikacije bolesnica sa
agresivnijim tipom tumora, kod kojih je nakon operacije pot-
rebno primeniti adjuvantnu terapiju, kao i bolesnica kod kojih
se očekuje zadovoljavajući odgovor pri primeni hormonske ili
hemio-terapije, otkriveni su brojni celularni, biološki tumorski
markeri.  U novije imuno-biološke faktore potencijalnog, kao i
dokazanog prognostičkog i prediktivnog značaja za karcinom
dojke, ubrajaju se steroidni hormonski receptori, tumor-
supresor geni, onkogeni i njihovi produkti, faktori rasta, indeks
proliferacije, ploidija, kao i tumorska angiogeneza 
1.
Određivanje hormonskog receptornog statusa u tumoru
dojke je od najvećeg značaja u predikciji odgovora na hor-
monsku terapiju, iako status estrogenskih (ER) i progesteron-
skih (PR) receptora je u korelaciji i sa prognozom bolesti 
1−3.
Tumor supresorni p53 gen je lokalizovan na hromozo-
mu 17. Protein p53 ima glavnu ulogu u regulaciji ćelijskog
ciklusa i DNA reparacije. Mutacije p53 gena spadaju u naj-
češće molekularne abnormalnosti koje se detektuju kod soli-
dnih tumora, a čest su nalaz u invazivnom karcinomu duktu-
sa dojke. Dokazano je da su abnormalnosti ovog gena udru-
žene sa agresivnijim biološkim fenotipom tumora i lošijom
prognozom kod bolesnica sa karcinomom dojke 
1, 4−6.
Jedan od najpoznatijih gena u tumorogenezi je HER-
2/neu (c-erbB-2) onkogen. Amplifikacija HER-2/neu prisut-
na je u oko 20−30% invazivnih karcinoma dojke i predstav-
lja loš prognostički znak 
1, 7. Dokazano je, da je povećana ek-
spresija HER-2/neu proteina udružena sa drugim faktorima
loše prognoze za karcinom dojke. Standardno određivanje
ekspresije c-erbB-2 proteina kod karcinoma dojke značajno
je prvenstveno u selekciji bolesnica za terapiju herceptinom
7−10. Trastuzumab (herceptin) je monoklonsko antitelo koje
direktno deluje na produkt HER-2/neu gena i prvi je od pri-
mera molekularno usmerene terapije. Takođe, povećana eks-
presija HER-2/neu proteina udružena je sa slabijim terapij-
skim odgovorom na metotreksat i tamoksifen, kao i boljim
odgovorom na terapiju doksorubicinom 
9, 10.
Pod angiogenezom (neovaskularizacijom) podrazumeva
se formiranje novih, funkcionalnih krvnih sudova iz prepos-
tojeće vaskularne mreže. Nekontrolisani rast endotelnih će-
lija odlika je patološke angiogeneze i ona leži u osnovi poje-
dinih bolesti. Za tumorski rast preko 1−2 mm ishrana difu-
zijom nije dovoljna i neophodno je stvaranje novih krvnih
sudova. Neovaskularizacija omogućava rapidni rast, drama-
tično povećava metastatski potencijal tumora otvaranjem
puteva za prodor tumorskih ćelija u cirkulaciju i najavljuje
pojavu simptoma bolesti. Početak procesa neovaskularizacije
u tumoru povezan je sa promenama u lokalnom balansu iz-
među proangiogenih i antiangiogenih regulatora 
11−13. Najz-
načajniji stimulatori angiogeneze su, smatra se, članovi po-
rodice faktora rasta fibroblasta (FGF) i faktora rasta vasku-
larnog endotela (VEGF) 
11, ali se spisak otkrivenih proangio-
genih i antiangiogenih molekula neprekidno uvećava 
14−16.
Brojne studije na velikim uzorcima dokazale su progno-
stički značaj angiogeneze u karcinomu dojke, kao i predikti-
vni značaj u proceni odgovora na antitumorsku terapiju 
1, 17,
18, mada se u pojedinim radovima iznose i suprotni zaključci
18, 19. Direktna povezanost između stepena vaskularizacije i
metastatskog potencijala pokazana je i u primarnim tumori-
ma drugih lokalizacija 
11.
Cilj rada bio je da se utvrdi odnos između tumorski in-
dukovane angiogeneze, određene imunohistohemijskom
metodom, i standardnih kliničko-patoloških faktora, kao i da
se ispita korelacija angiogeneze sa novijim biomarkerima
prognoze i potencijalnim prognostičkim faktorima.
Metode
Ispitivanjem je obuhvaćeno 120 bolesnica sa infiltrativ-
nim karcinomom duktusa dojke, kod kojih je izvršena lum-
pektomija ili mastektomija uz evakuaciju sadržaja aksile, u
periodu od 2000. do 2003. godine. U studiju je uključeno 65
bolesnica bez prisustva metastaza u regionalnim limfnim
čvorovima i 55 bolesnica sa prisutnim aksilarnim metasta-
zama u momentu operacije. Veličina tumora definisana je
kao najveći dijametar najvećeg invazivnog fokusa. Kliničko-
patološke karakteristike bolesnica prikazane su u tabeli 1.
Tabela 1
Kliničko patološke karakteristike bolesnica s duktalnim
invazivnim karcinomom dojke
Kliničko-patološke karakteristike (n = 120)
n%
Životno doba
< 50
≥ 50
28
92
23
77
Veličina tumora
T1b
T1c
16
47
13
39
T2 44 37
T3 7 6
T4 6 5
Histološki gradus
HG 1 27 23
HG 2 72 59
HG 3 21 18
Regionalni limfni čvorovi
Negativni 65 54
Pozitivni 55 46
ER
Negativan 31 26
Pozitivan 89 74
PR
Negativan 40 33
Pozitivan 80 67
C-erbB-2
Negativan 97 80
Pozitivan 23 20
p53
Negativan 93 77
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Odabrani isečci tkiva za patohistološku analizu fiksirani
su u 10% formalinu, ukalupljeni u parafinu i sečeni na rezo-
ve debljine 5 μm. Deparafinisani isečci tkiva su bojeni meto-
dom hematoksilin-eozin (HE) i analizirani. U određivanju
stepena histološke diferentovanosti primenjen je semikvan-
titativni Bloom-Richardsonov sistem gradiranja 
1.
Za imunohistohemijske analize korišćeni su izabrani
uzorci tumorskog tkiva fiksiranog u formalinu i ukaluplje-
nog u parafin, koji su sečeni na preseke debljine 4 μm. Na-
kon deparafinizacije i blokiranja endogene peroksidaze sa
3% H2O2 u trajanju od pet minuta, isečci su, pre inkubacije
sa primarnim antitelom faktor VIII (DAKO), zbog demas-
kiranja antigena, izloženi tripsinskoj digestiji. Za oslobađa-
nje epitopa u imunohistohemijskim reakcijama, pri određi-
vanju ekspresije estrogenskih (DAKO, 1D5, M 7047) i
progesteronskih receptora (DAKO, 1A6, M 3529), p53
proteina (DAKO DO-7, M 7001) i HER2/neu proteina
(DAKO Hercep Test, Kit K 5204), isečci su tretirani u 10
mM citratnom puferu u mikrotalasnoj rerni, na 800 W, 2 ×
10 minuta, nakon čega su isprani dejonizovanom vodom.
Imunohistohemijska identifikacija ispitivanih antigena je
vršena primenom streptavidin-biotin-peroksidaza tehnike
(B-SA), prema standardnoj LSAB proceduri (DAKO).
Isečci su inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi sa bi-
otiniliziranim antimišjim antitelom, a zatim su inkubirani
streptavidin-peroksidaza kompleks sistemom, u trajanju od
30 minuta. Kao hromogeni supstrat primenjen je 3-amino-
9-ethylcarbazole (AEC, DAKO). Nakon svake inkubacije
uzorci su isprani u tris puferisanom rastvoru (TBS: 0,05 M,
pH 7,6) i kontrastirani hematoksilinom. Tumorski neizme-
njeno tkivo dojke u okolini karcinoma služilo je kao unut-
rašnja pozitivna kontrola.  Za svako antitelo, kao negativna
kontrola,  služili su uzorci tkiva kod kojih je tokom tretma-
na izostavljeno primarno antitelo, dok su ostale faze imu-
nohistohemijske procedure sprovedene. Kao pozitivne
kontrole korišćeni su uzorci tkiva dojke za koje je bila poz-
nata pozitivna ekspresija određenih antigena.
Tumorska angiogeneza utvrđivana je u području sa na-
jintenzivnijom neovaskularizacijom (hot spots), svetlosnim
mikroskopom, primarno na malom uvećanju (40 × i 100 ×) i
predominantno na invazivnom rubu tumorskog tkiva. Sve
imunoreaktivne endotelne ćelije ili grupice endotelnih ćelija,
jasno odvojene od mikro krvnih sudova, tumorskih ćelija i
vezivno-tkivnih elemenata, brojane su kao pojedinačni krvni
sud. Prisustvo vaskularnog lumena ili eritrocita nije smatrano
neophodnim za identifikaciju novostvorenih krvnih sudova.
Krvni sudovi unutar sklerotičnih i nekrotičnih područja nisu
brojani. Analiza tumorske angiogeneze vršena je brojanjem
krvnih sudova prema preporukama Gasparinia i Harrisa 
13, na
polju sa uveličanjem 200 ×, u tri područja najaktivnije neo-
vaskularizacije. U tumorima sa izraženo varijabilnom neova-
skularizacijom, brojanje je vršeno na više polja. Broj novo-
formiranih krvnih sudova određivan je kao srednja vrednost
izmerenih vrednosti (slika 1).
Pozitivna imunoreaktivnost za ER, PR i p53 protein
procenjivana je kao jasna ili intenzivna nuklearna preboje-
nost u ≥ 10% tumorskih ćelija, dok je u proceni ekspresije
c-erbB-2 proteina kao pozitivna reakcija vrednovano kom-
pletno membransko bojenje u više od 10% tumorskih ćelija
(slika 2).
Sl. 1 − Veliki broj krvnih sudova u tkivu infiltrativnog
karcinoma duktusa dojke,  anti-fVIII; B-SA, × 200.
Sl. 2 − Izrazito pozitivna ekspresija c-erbB-2 proteina u
ćelijama infiltrativnog karcinoma duktusa dojke; B-SA,  × 400
U statističkoj obradi rezultata korišćeni su kompjuterski
programi: SPSS for Beginner (1999 Vijay Gupta) i Microsoft
Excel. Osnovna statistička obrada dobijenih rezultata izvršena
je određivanjem srednje vrednosti, standardne devijacije i me-
dijane za numerička obeležja. Ocena postojanja i nivoa statis-
tičkog značaja razlike parametrijskih podataka testirana je
primenom Studentovog t testa za nezavisne uzorke. Ispitivanje
postojanja međusobne korelacije parametrijskih podataka izvr-
šeno je primenom Pearsonovog testa koeficijenta korelacije,
dok je za neparametrijska obeležja korišćen Spearmanov test
korelacije ranga. Procena međusobne zavisnosti neparametrij-
skih obeležja procenjivana je primenom tablica kontigencije.
Značajnost razlika je prihvatana na nivou 0,05 i većem.
Rezultati
Kliničko-patološke karakteristike ispitivane su kod svih
120 žena sa operisanim invazivnim karcinomom duktusa
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 Životno doba u ispitivanoj grupi bolesnica iznosilo je
31−79 godina (59,1±12,2 godina sa medijanom od 60 godi-
na). Veličina tumora dojke iznosila je 0,7−6,5 cm vrednosti
(2,49±1,43 cm  i medijanom 2 cm).
Broj krvnih sudova (BKS) u ispitivanoj grupi bolesnica
sa infiltrativnim karcinomom duktusa dojke bio je u rasponu
od 16 do 132 novostvorena krvna suda na mikroskopskom
vidnom polju (MP) uveličanja × 200. Srednja vrednost BKS
iznosila je 57,37±23,54/MP × 200. Medijana je iznosila
55/MP × 200 i na osnovu te vrednosti svi ispitivani karcino-
mi podeljeni su u dve grupe: infiltrativni karcinomi duktusa
dojke sa brojem krvnih sudova manjim od 55/MP × 200 svr-
stani su u grupu hipovaskularnih tumora tj. tumore sa malim
prosečnim BKS, dok su tumori čiji je srednji BKS bio ≥
55/MP × 200 svrstani u grupu hipervaskularnih tumora tj.
tumore sa velikim prosečnim BKS. S obzirom na ovakvu po-
delu, hipovaskularni tumori činili su 46,6% (n = 56), a hiper-
vaskularni tumori 53,3% (n = 64) svih infiltrativnih karci-
noma duktusa dojke.
Između pT1 i pT2 grupe u pogledu prosečnog BKS us-
tanovljena je statistički značajna razlika (t test, p = 0,0059).
Razlika u prosečnom broju krvnih sudova takođe dostiže
statistički značaj između grupa pT1b i pT4 (p = 0,041), pT1c
i pT4 (p = 0,065), pT1b i pT2 (p = 0,041) i pT1c i pT2 (p =
0,022). Između dobro diferentovanih i loše diferentovanih
karcinoma, ustanovljena je statistički značajna razlika u po-
gledu prosečnog BKS (t test, p < 0,01). Prosečan BKS izme-
đu dobro i srednje diferentovanih, kao i između srednje i loše
diferentovanih karcinoma dojke, takođe pokazuje statistički
značajnu razliku (t test, p < 0,01) (tabela 2).
Posmatrajući raspodelu broja slučajeva infiltrativnog
karcinoma duktusa na hipo i hipervaskularne tumore (tabela
3), zapaža se da su hipervaskularni infiltrativni karcinomi
duktusa dojke bili statistički značajno učestaliji u grupi sa
postojanjem metastaza u limfnim čvorovima (2 × 2 tablica
kontigencije, p < 0,05). Velika većina (85,7%) slabo dife-
rentovanih karcinoma dojke bila su hipervaskularna, za raz-
liku od grupe dobro diferentovanih tumora u kojoj je samo
5/27 (18,5%) imalo visok BKS, što predstavlja statistički vi-
soko značajnu razliku (p < 0,01). Dobro diferentovani infil-
trativni karcinomi duktusa dojke su u 81,5% imali mali BKS,
u odnosu na 14,3% slabo diferentovanih tumora sa malim
BKS, što je takođe statistički značajna razlika (p < 0,01).
Stepen neoangiogeneze pokazivao je statistički značajnu ra-
zliku i u odnosu na veličinu tumora. Dve trećine tumora iz
grupe pT1b i pT1c, veličine do 2 cm (61,9%) imalo je nizak
prosečan BKS, za razliku od tumora promera 2−5 cm, tumo-
ra većih od 5 cm i tumora sa infiltracijom kože, koji su veći-
nom (70,5%, 57,1%, 83,3%) imali visok BKS (p < 0,01) (ta-
bela 3).
Razlika prosečnog BKS u estrogen-negativnim i estro-
gen-pozitivnim tumorima nije dostizala statistički značaj (t
test, p = 0,087), kao ni  razlika u prosečnom BKS progeste-
ron negativnih i progesteron pozitivnih tumora (t test, p =
0,28). Takođe, nema statistički značajne razlike prosečnog
broja krvnih sudova u odnosu na p53 pozitivnu i p53 negati-
vnu grupu tumora (t test, p = 0,23).
U grupi HER-2 negativnih tumora nešto više od polo-
vine (52,6%) činili su karcinomi dojke sa malim prosečnim
BKS, dok su HER-2 pozitivni tumori znatno češće imali
veliki prosečan BKS (78,3%) (tabela 3). Između HER-2
statusa tumora i niskog odnosno visokog prosečnog BKS u
tumoru postojala je statistički visoko značajna zavisnost
(tablice kontigencije 2 × 2, p < 0,01). Prosečan BKS u
HER-2 negativnim tumorima iznosio je 54,67±21,47, dok
je za HER-2 pozitivne tumore prosečan BKS bio
72,35±1,24, što je statistički visoko značajna razlika (t test,
p < 0,01).
Tabela 2
Kliničko-patološke karakteristike duktalnog invazivnog karcinoma dojke u odnosu na
prosečan BKS
Kliničko-patološke
karakteristike Prosečan BKS SD Me Statistički značaj
Starost
< 50 (n = 28) 62,63 24,20 56
≥ 50 (n = 92) 56,66 21,84 54,66
Limfonodusni status
N0 56,69 21,68 52,33
N1 + N2 59,67 23,43 55
Veličina tumora
PT1b 50,68 19,82 51,17 p < 0,01
PT1c 52,61 22,72 48,33 pT1 : pT2
PT2 64,01 21,23 63,66 p < 0,05
PT3 60,09 22,33 55 PT1b : pT2 i pT4
PT4 74,33 22,53 66 p < 0,05
PT1c : pT2
Histološki gradus
G1 (n = 27) 40,32 17,78 35,66 p < 0,01
G2 (n = 72) 57,75 17,25 55 G1 : G2
G3 (n = 21) 82,05 22,42 88,6 G2 : G3 i
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Diskusija
Pored dokazanog značaja veličine, limfonodusnog sta-
tusa i histološkog gradusa tumora u proceni kliničkog toka i
ishoda bolesti bolesnica sa karcinomom dojke, neprestano se
traga za preciznijim pokazateljima malignog, posebno meta-
statskog potencijala tumora. Tumorska angiogeneza neopho-
dna je za neoplastički rast, progresiju i metastaziranje, a me-
renje gustine krvnih sudova, kao odraz tumorske angiogene-
ze, smatra se, na osnovu brojnih studija, jednim od prognos-
tičkih faktora kod karcinoma dojke 
18, 20−22.
Nakon studije Weidnera i sar. 
17 u kojoj je 1991. godine
dokazana pozitivna korelacija gustine krvnih sudova i vero-
vatnoće metastaziranja karcinoma dojke, slična povezanost
kasnije je ustanovljena i kod karcinoma drugih lokalizacija
23−33. Nasuprot ovim, postoje studije koje osporavaju značaj
broja intratumorskih krvnih sudova u pogledu toka i progno-
ze maligne bolesti 
19, 34, 35. U pojedinim stručnim radovima,
utvrđeno je da merenje angiogeneze takođe može poslužiti u
identifikaciji malignog potencijala preinvazivnih lezija vul-
ve, grlića materice i debelog creva 
34, 36−39.
U našem radu, u grupi hipovaskularnih tumora, statisti-
čki značajno su bili brojniji karcinomi dojke bez limfonodu-
snih metastaza, dok su u grupi hipervaskularnih tumora stati-
stički značajno bili brojniji karcinomi dojke sa postojanjem
regionalnih limfonodusnih metastaza. Visok prosečan BKS u
ispitivanoj grupi invazivnih karcinoma duktusa dojke koreli-
sao je sa većim promerom tumora i višim histološkim gradu-
som. D'Ovidio i sar. 
39 su istraživali gustinu krvnih sudova
kod 91 slučaja karcinoma duktusa dojke. Nakon što su grupi-
sali tumore, na osnovu nodusnog statusa, histološkog gradu-
sa i veličine, utvrđeno je da među različitim grupama nema
statistički značajne razlike u prosečnom BKS. Kada su isti
slučajevi klasifikovani kao hipo i hipervaskularni, utvrđeno
je da su slučajevi sa visokim prosečnim BKS bili statistički
značajno brojniji u grupi loše diferentovanih tumora i u grupi
sa prisutnim limfonodusnim metastazama 
39. U studiji Simp-
sona i sar. 
21, kao i Warnberga i sar. 
40, dokazana je pozitivna
korelacija histološkog gradusa i angiogeneze. Korišćenjem
image analize ustanovljeno je da angiogeneza, pored histolo-
škog gradusa, veličine tumora i stadijuma bolesti ima prog-
nostički značaj 
21. Horak i sar. 
41 su takođe utvrdili postojanje
korelacije BKS i histološkog gradusa, nodusnog statusa i ve-
ličine karcinoma dojke. Slične rezultate dobili su i Bhatav-
dekar i sar. 
42 koji su ispitivali prognostički značaj većeg
broja biomarkera kod karcinoma dojke. U studiji Hansena i
sar. 
20 nađeno je da nivo tumorske angiogeneze, izražen kao
Chalkley broj signifikantno koreliše sa brojem metastaza u
aksilarnim limfnim čvorovima, veličinom tumora, histološ-
kim gradusom i estrogenim statusom karcinoma dojke. U ra-
du je potvrđeno da određivanje angiogeneze Chalkley brojem
ima nezavisan prognostički značaj kod bolesnica sa karci-
nomom dojke. U studiji Benoy i sar. 
43 ustanovljeno je da
tumorska neovaskularizacija, izražena Chalkey brojem, po-
zitivno koreliše sa postojanjem mikrometastaza u kostnoj sr-
ži bolesnica bez klinički evidentnih metastaza.
Tabela 3
Odnos niskog i visokog broja krvnih sudova i kliničko-patoloških
karakteristika duktalnog invazivnog karcinoma dojke
Kliničko-patološke
karakteristike
Nizak broj krvnih
sudova (< 55, n = 56)
Visok broj krvnih
sudova (≥ 55, n = 64)
Statistički
značaj
Starost
60,37 57,92
Limfonodusni status
N0 36 29
N1+N2 20 35 p < 0,05
Veličina tumora
T1b 9 7
T1c 30 17
T2 13 31
T3 3 4
T4 1 5
p < 0,01
Histološki gradus
G1 22 5
G2 31 41
G3 3 18
p < 0,01
Estrogen receptorni status
ER negativni 11 20
ER pozitivni 45 44
Progesteron receptorni status
PR negativni 15 25
PR pozitivni 41 39
Ekspresija p53 proteina
p53 negativni 49 44
p53 pozitivni 15 12
Ekspresija C-erbB2 proteina
C-erbB2 negativni 51 46
C-erbB2 pozitivni 5 18 p < 0,01
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Za razliku od navedenih autora, Nakopouolu i sar. 
19,
analizirajući 140 slučajeva karcinoma dojke, nisu utvrdili
statistički značajnu povezanost između tumorske neovasku-
larizacije i metastaza u limfnim čvorovima. Korelacija nije
utvrđena ni između tumorske angiogeneze i veličine, histolo-
škog gradusa tumora, stadijuma bolesti, niti hormonskog re-
ceptornog statusa. Korišćenjem anti-fVIII antitela određen
BKS, korelisao je u ovoj studiji samo sa nuklearnim gradu-
som karcinoma dojke. Fridman i sar. 
35 u seriji od 216 karci-
noma dojke takođe nisu našli povezanost gustine krvnih su-
dova sa preživljavanjem bez relapsa i opštim preživljava-
njem, iako se značaj gustine intratumorskih krvnih sudova ni
u ovom radu ne osporava. Slični su rezultati Gouldinga i sar.
44.
Razlike u dobijenim rezultatima se objašnjavaju broj-
nim faktorima: heterogenošću tumorskog tkiva i problemima
vezanim za kvantifikaciju krvnih sudova 
35, primenom razli-
čitih antitela, imunohistohemijskih tehnika i metoda bojenja,
statističkih metoda, kao i podataka korišćenih u statističkim
analizama (najveći BKS ili prosečan BKS) 
18, 19, 45. U brojnim
radovima koji su se bavili tumorskom angiogenezom, utvr-
đena je značajna diskrepancija zavisno od parametara odre-
đivanja krvnog suda i kriterijuma selekcije tumorske regije
za analizu, uz visok koeficijent varijacije. Opisane su razlike
vezane i za iskustvo patologa 
46. Mogući razlozi za diskre-
panciju u rezultatima leže i u specifičnostima različitih geo-
grafskih područja. Izbor uvećanja pri analizi i primena kom-
pjuterizivane image analize ne stvara razlike u dobijenim re-
zultatima 
35.
U našoj studiji je za identifikaciju endotelnih ćelija
primenjeno anti-fVIII antitelo, koje je najšire korišćeno u
svrhu ispitivanja tumorske angiogeneze. U studiji Nakopou-
loua i sar. 
19 pokazano je da određivanje gustine krvnih su-
dova tumora korišćenjem anti-fVIII antitela daje veću statis-
tičku značajnost pri analizi rezultata od gustine krvnih sudo-
va koja se određuje antitelom CD-31. Pojedini autori navode
senzitivniju i objektivniju imunohistohemijsku reaktivnost uz
primenu CD-31 antitela 
18 ili, ređe, CD-34. Ni jedan od nab-
rojanih markera, ipak, nije specifičan za intratumorske ne-
zrele endotelne ćelije. Markeri za aktivisane, angiogene,
proliferisale endotelne ćelije kao što su receptor tirozin kina-
ze flk-1/KDR ili integrin heterodimer alfav, beta3 mogli bi u
budućnosti biti korišćeni u svrhu preciznijeg određivanja tu-
morske angiogeneze, a ne samo gustine krvnih sudova 
47.
Određivanje tumorske mikrocirkulacije klasičnim imunohi-
stohemijskim načinom može, smatraju Bissell i sar. 
48, biti
potpuno neprecizno, ukoliko se razmotri mogućnost tzv. va-
skularne mimikrije. Prvenstveno zbog tehnike koja nije do-
voljno senzitivna, specifična i reproduktibilna za primenu u
kliničkoj praksi, određivanje tumorske neovaskularizacije i
pored nesumnjivog značaja angiogeneze, ne nalazi se na listi
preporučenih  imunohistohemijskih reakcija kod karcinoma
dojke, američkog udruženja kliničkih onkologa 
49.
Stepen ekspresije estrogenskih i progesteronskih re-
ceptora u ispitivanom uzorku karcinoma dojke nije korelisao
sa stepenom tumorski indukovane angiogeneze, što je u
skladu sa većinom nalaza drugih autora 
50, 51. Ovakav rezultat
može biti posledica toga što je angiogeneza regulisana neen-
dokrinim mehanizmima. Moguće da je iz ovog razloga, an-
giogeneza u pojedinim studijama potvrđena kao nezavistan
prognostički faktor kod karcinoma dojke 
52.
Osim direktne kontrole ćelijske proliferacije, p53 tumor
supresorni gen ima ulogu u procesu angiogeneze. Poznato je
da aktivnost endogenih inhibitora angiogeneze, kao što je
trombospondin, može biti smanjena inaktivacijom p53 gena
mutacijama ili delecijama. Mutirani p53, takođe, stimuliše
VEGF-indukovanu angiogenezu i time stvara pogodno tlo za
razvoj metastaza 
53. U studiji Linderholma i sar. 
54 dokazana
je pozitivna korelacija mutiranog p53 sa povećanom ekspre-
sijom VEGF, u uzorku od 224 karcinoma dojke, kao i pove-
ćan prognostički značaj kombinovanog VEGF i p53 statusa.
U našem radu, povećana ekspresija p53 proteina nije koreli-
sala sa tumorskom neovaskularizacijom, što je u skladu sa
rezultatima Bozcuka i sar. 
50 koji takođe nisu utvrdili znača-
jan uticaj povećane ekspresije p53 proteina na angiogenezu.
Smatra se da promene u pojedinim onkogenima za koje
se zna da učestvuju u neoplastičkoj transformaciji, kao što su
receptor epidermalnog faktora rasta ili c-erbB-2 protoonko-
gen, takođe stimulišu angiogenezu. U našem radu, povećana
ekspresija c-erbB-2 proteina u infiltrativnom karcinomu du-
ktusa dojke signifikantno je korelisala sa visokim stepenom
tumorski indukovane angiogeneze, što je u skladu sa nalazi-
ma De Placida i sar. 
51 koji su ustanovili da su hipervaskular-
ni tumori statistički značajno povezani sa povećanom eks-
presijom c-erbB-2 proteina. Slični su nalazi Sopela i sar. 
55
koji su dokazali da je u slučajevima infiltrativnih karcinoma
duktusa koji su pokazivali povećanu ekspresiju c-erbB-2
proteina, bila statistički značajno veća gustina krvnih sudova.
U radu Bozcuka i sar. 
50 kod 73 slučaja karcinoma dojke nije
potvrđena korelacija neovaskularizacije tumora i povećane
ekspresije HER-2.
Zaključak
Visok stepen tumorski indukovane angiogneze u inva-
zivnom karcinomu duktusa dojke koreliše sa većim prome-
rom tumora i slabijim nivoom histološke diferentovanosti. U
grupi hipovaskularnih tumora statistički značajno su brojniji
karcinomi dojke bez metastaza u limfnim čvorovima, dok su
u grupi hipervaskularnih tumora statistički značajno brojniji
karcinomi dojke sa metastazama u regionalnim limfnim čvo-
rovima. Povećana ekspresija c-erbB-2 proteina u invazivnom
karcinomu duktusa dojke signifikantno koreliše sa visokim
stepenom tumorski indukovane angiogeneze. Analiza tumor-
ske neovaskularizacije kod invazivnog karcinoma duktusa
dojke, uz određivanje ekspresije p53 i HER2/neu proteina,
hormonskih receptora kao i standardnih parametara progno-
ze, može da ukaže na agresivniji tumorski fenotip i time po-
mogne pri kreiranju optimalnog individualnog postoperativ-
nog terapijskog pristupa.Volumen 63, Broj 7 VOJNOSANITETSKI PREGLED Strana 641
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